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　　摘要：通过对线粒体细胞色素ｂ（Ｃｙｔｂ）基因和控制区（Ｄ－ｌｏｏｐ）进行序列特征和遗传多样性检测，分析达氏鳇
（Ｈｕｓｏｄａｕｒｉｃｕｓ）亲鱼群体 ３０个个体的序列特征及遗传多样性。结果表明，Ｃｙｔｂ基因长 １１３８ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为
４７０３％，共定义单倍型５个、多态性位点（Ｓ）２个，简约信息位点１个，单倍型多样性指数（Ｈｄ）为０．３７２，平均核苷酸

差异数（Ｋ）为０．３８４，核苷酸多样性指数（π）为０．０００３４；Ｄ－ｌｏｏｐ区序列全长８４５ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为３７．４１％，共定义单
倍型６个，多态性位点８个，简约信息位点３个，单倍型多样性指数为０．４２４，平均核苷酸差异数为１．０６９，核苷酸多样
性指数为０．００１２７。基于线粒体Ｄ－ｌｏｏｐ与Ｃｙｔｂ序列的研究结果表明，养殖达氏鳇亲鱼群体的遗传多样性偏低，在
利用达氏鳇亲鱼进行繁殖育苗时要注意近交的影响。

　　关键词：达氏鳇；ｍｔＤＮＡ；Ｄ－ｌｏｏｐ；Ｃｙｔｂ；遗传多样性
　　中图分类号：Ｓ９１７．４　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１９）０３－００４０－０３

收稿日期：２０１７－１１－０７
基金项目：贵州省科研机构服务企业行动计划（编号：黔科合平台人

才［２０１６］５７１４）；贵州省科技计划（编号：黔科合支撑［２０１６］
２５８４）；现代农业产业技术体系专项资金（编号：ＣＡＲＳ－４６）。
作者简介：孔　杰（１９８６—），女，贵州贵阳人，硕士，助理研究员，主要
从事水产生物技术相关研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｋｅｌｌｙｋｊ＠１２６．ｃｏｍ。

　　达氏鳇（Ｈｕｓｏｄａｕｒｉｃｕｓ）隶属于硬骨鱼纲辐鳍亚纲鲟科鲟
亚科鳇属，是我国重要的大型经济鱼类之一。鲟形目鱼类属

于多倍体起源鱼类，种间极易杂交，易造成种质混乱现象，产

生种质退化风险。在养殖中，许多单位将自养鲟鱼留作苗种，

长期以来忽略了亲鱼选育的遗传背景问题，使得养殖群体近

交的风险增大［１］。因此，为了抑制养殖群体的种质退化，保

证亲鱼群体的遗传力，防止近交衰退造成后代出现成活率降

低、长速减慢等问题，有必要了解后备亲鱼群体的遗传多

样性。

线粒体ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，简称 ｍｔＤＮＡ）具有母系
遗传、变异率高、进化速度快、无组织特异性的特点，被广泛应

用于水生动物的遗传多样性和分子鉴定研究中，如鲟鳇

鱼［１－２］、鲤［３］的分子鉴定，鲟鱼［４－６］、沼虾［７－８］、裂腹鱼［９－１０］等

的遗传多样性研究。ｍｔＤＮＡ的不同区域进化速度存在差异，
其中，Ｄ－ｌｏｏｐ区位于 ｔＲＮＡＰｒｏ和 ｒＲＮＡＰｈｅ基因之间的控制区，
不参与编码蛋白，是整个ｍｔＤＮＡ上序列和长度变异最大的区
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域，进化速度快，适用于亲缘关系较近的群体间的比较研究和

种群水平的差异检测［１１－１２］；Ｃｙｔｂ基因是编码基因，进化速度
适中，适合鱼类的种间、种内遗传分化研究［１２－１３］。结合 Ｃｙｔ
ｂ、Ｄ－ｌｏｏｐ２种分子标记可以更准确地进行鱼类种内遗传变
异分析。

本研究以达氏鳇亲鱼群体为研究对象，开展ｍｔＤＮＡＣｙｔｂ
基因和Ｄ－ｌｏｏｐ的序列对比分析，探讨２种标记用于达氏鳇
遗传多样性分析的优缺点，旨在研究达氏鳇后备亲鱼群体的

遗传多样性，为达氏鳇遗传选育提供数据参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
２０１７年３月于贵州省水产研究所惠水试验基地采集达

氏鳇亲鱼群体３０尾。剪取尾鳍，固定于无水乙醇中，于４℃
保存备用。

１．２　基因组提取及扩增
剪取质量约为５０ｍｇ鲟鱼鳍条样本，加液氮研磨组织后，

用磁珠法基因组ＤＮＡ（动物）抽提试剂盒［生工生物工程（上
海）股份有限公司］进行 ＤＮＡ提取，ＤＮＡ的质量与浓度用琼
脂糖凝胶电泳和ＮａｎｏＤｒｏｐＬｉｔｅ（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）紫外分光光
度计进行测定。

用于扩增目的片段Ｃｙｔｂ的引物：Ｃｙｔｂ－Ｆ，５′－ＧＴＧＡＣＴＴＧ
ＡＡＡＡＡＣＣＡＣＣＧＴＴＧ－３′；Ｃｙｔｂ－Ｒ，５′－ＣＴＣＣＡＴＣＴＣＣＧＧＴＴＴＡＣ
ＡＡＧＡＣ－３′。用于扩增Ｄ－ｌｏｏｐ区序列的引物：ｔｐｒｏ－Ｆ１，５′－
ＡＡＣＴＣＣＣＡＡＡＧＣＴＡＡＧＡＴＴＣ－３′；ｔｐｈｅ－Ｒ２，５′－ＡＴＣＣＴＴＴＡｖＧＴ
ＴＡＡＧＣＴＡＣＧＣ－３′。ＰＣＲ反应总体积为５０μＬ，含有１００ｎｇ模
板ＤＮＡ，２５μＬＰｒｅｍｉｘＴａｑ，各１μＬ上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），
加无菌水补足总体积为５０μＬ。ＰＣＲ扩增程序：９５℃ ４ｍｉｎ；
９５℃ ４５ｓ，５４℃／５６℃（Ｄ－Ｌｏｏｐ／Ｃｙｔｂ）４５ｓ，７２℃ ９０ｓ／
２ｍｉｎ（Ｄ－Ｌｏｏｐ／Ｃｙｔｂ），３５个循环；７２℃延伸８ｍｉｎ。ＰＣＲ扩

增产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测后，送生工生物工程（上
海）股份有限公司进行测序。

１．３　数据分析
用ＭＥＧＡ６．０软件进行同源比对和长度确定，并统计

ＤＮＡ序列的碱基组成，转换／颠换、插入／缺失位点数，多态性
位点数（Ｓ），单突变位点，简约信息位点和平均转换／颠换率。
用ＤｎａＳＰ５．０软件统计单倍型数量（ｈ）、单倍型多样性指数
（Ｈｄ）、核苷酸多样性指数（π）、平均核苷酸差异数（Ｋ）和
ＴａｊｉｍａｓＤ值等遗传多样性参数。

２　结果与分析

２．１　达氏鳇Ｃｙｔｂ基因和Ｄ－ｌｏｏｐ序列的特征及遗传变异
测序获得的 ３０尾达氏鳇 Ｃｙｔｂ基因序列的全长为

１１３８ｂｐ，定义了５个单倍型。用 ＭＥＧＡ６．０软件对 Ｃｙｔｂ基
因序列进行分析显示，检测到多态位点２个，其中简约信息位
点１个，单突变位点１个，为颠换位点（Ｔ→Ｃ）。在３０个个体
的Ｃｙｔｂ基因中，Ａ、Ｔ／Ｕ、Ｃ、Ｇ碱基的平均含量分别为
２６．９６％、２６．０１％、３１．８２％、１５．２１％，Ａ＋Ｔ的含量（５２．９７％）
明显高于Ｇ＋Ｃ的含量（４７．０３％），基于最大似然法估算的转
换／颠换比为０．４７２。

测序获得３０尾达氏鳇Ｄ－ｌｏｏｐ区序列的全长为８４５ｂｐ，
定义了６个单倍型。用ＭＥＧＡ６．０软件对Ｄ－ｌｏｏｐ区进行分
析显示，检测到多态位点８个，其中简约信息位点３个，单突
变位点５个，但多态位点中转换位点２个，颠换位点３个。基
于最大似然法估算的转换／颠换比为 ２．１６２。３０个个体的
Ｄ－ｌｏｏｐ中，Ａ、Ｔ／Ｕ、Ｃ、Ｇ碱基的平均含量分别为 ３０．２８％、
３２．３１％、１４．９２％、２２．４９％，Ａ＋Ｔ的含量（６２．５９％）明显高于
Ｇ＋Ｃ的含量（３７．４１％）。对比分析可知，Ｃｙｔｂ的简约信息位
点数、变异位点数、转换／颠换位点数及单突变位点数均比
Ｄ－ｌｏｏｐ少，详见表１。

表１　达氏鳇线粒体Ｃｙｔｂ基因和Ｄ－ｌｏｏｐ序列碱基组成及变异分析

基因序列
简约信息位点数量

（个）

单突变数量

（个）

转换位点数量

（个）

颠换位点数量

（个）

转换／颠换值
（Ｒ值）

碱基含量（％）
Ａ Ｔ／Ｕ Ｃ Ｇ Ｇ＋Ｃ

Ｃｙｔｂ １ １ ０ １ ０．４７２ ２６．９６ ２６．０１ ３１．８２ １５．２１ ４７．０３
Ｄ－ｌｏｏｐ ３ ５ ２ ３ ２．１６２ ３０．２８ ３２．３１ １４．９２ ２２．４９ ３７．４１

　　注：表中的Ｒ值是基于最大似然法计算的。

２．２　基于Ｃｙｔｂ基因和Ｄ－ｌｏｏｐ序列的遗传多样性分析
基于Ｃｙｔｂ基因的达氏鳇亲鱼养殖群体的多态性位点数

为２个，单倍型数量为５个，单倍型多样性指数为０．３７２，核
苷酸多样性指数为 ０．０００３４，平均核苷酸差异为 ０．３８４，

ＴａｊｉｍａｓＤ值为 －１．６１３７５。基于 Ｄ－ｌｏｏｐ序列的达氏鳇亲
鱼养殖群体多态性位点数为８个，单倍型数量为６个，单倍型
多样性指数为０．４２４，核苷酸多样性指数为０．００１２７，平均核
苷酸差异数为１．０６９，ＴａｊｉｍａｓＤ值为－１．５７６７４（表２）。

表２　基于Ｃｙｔｂ基因和Ｄ－ｌｏｏｐ序列的达氏鳇遗传多样性参数

基因序列
单倍型数量

（个）
单倍型多样性指数

多态位点数量

（个）
核苷酸多样性指数 平均核苷酸差异数 ＴａｊｉｍａｓＤ值

Ｃｙｔｂ ５ ０．３７２ ２ ０．０００３４ ０．３８４ －１．６１３７５
Ｄ－ｌｏｏｐ ６ ０．４２４ ８ ０．００１２７ １．０６９ －１．５７６７４

３　讨论

３．１　达氏鳇群体的ｍｔＤＮＡＣｙｔｂ和Ｄ－ｌｏｏｐ序列组成特征
４种碱基组成含量不均一是动物线粒体基因组的共性，

Ｇ＋Ｃ含量在２１％～５０％之间，其中脊椎动物的Ｇ＋Ｃ含量为
３７％～５０％［１４］。然而，碱基Ａ＋Ｔ含量高的线粒体基因在进

化中更具优势［１５］。本研究结果显示，达氏鳇群体 Ｃｙｔｂ、Ｄ－
ｌｏｏｐ全序列的Ｇ＋Ｃ含量分别为４７．０３％、３７．４１％，显著低于
其Ａ＋Ｔ含量 ５２．９７％、６２．５９％（Ｐ＜０．０１），且 Ｄ－ｌｏｏｐ的
Ａ＋Ｔ含量比Ｃｙｔｂ高近１０％，表明达氏鳇群体与其他水生动
物，如粗唇

"

［１６］、鲫［１７］、香鱼［１８］的线粒体核苷酸碱基含量相

似。在本研究中，Ｃｙｔｂ基因的多态性位点数量（２个）低于
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Ｄ－ｌｏｏｐ区（８个），Ｃｙｔｂ基因的简约信息位点数量（１个）低
于Ｄ－ｌｏｏｐ区（３个），也再一次证明了Ｄ－ｌｏｏｐ的进化速率比
Ｃｙｔｂ快，这是由于 Ｃｙｔｂ基因是蛋白质的编码基因，而
Ｄ－ｌｏｏｐ是一段非编码区，与线粒体基因调控有关，进化压力
较小。

从３０条长１１３８ｂｐ的达氏鳇Ｃｙｔｂ序列中共检测到２个
突变位点，占总分析位点数的０．２％。从３０条长８４５ｂｐ的
Ｄ－ｌｏｏｐ序列中共检测到８个突变位点，占总分析位点数的
０．９％。在生物体的进化中，颠换不断积累，因此转换／颠换值
不断降低，一般认为转换／颠换值小于２时，基因序列突变已
经达到饱和状态［１９］。在本研究中，基于最大似然法计算

Ｃｙｔｂ、Ｄ－ｌｏｏｐ的转换／颠换值（Ｒ值）分别为０．４７２、２．１６２，
Ｃｙｔｂ的Ｒ值小于２，Ｄ－ｌｏｏｐ的Ｒ值略大于２，表明Ｃｙｔｂ发生
的突变已经达到饱和，而 Ｄ－ｌｏｏｐ还有进一步突变的空间。
由此可见，Ｄ－ｌｏｏｐ更适合用来进行达氏鳇的种内遗传分析。
３．２　达氏鳇亲鱼群体遗传多样性的分析

单倍型多样性指数及核苷酸多样性指数是衡量种群遗传

变异的重要指标，其数值越大，代表种群遗传多样性越丰

富［２０］，遗传多样性越丰富，该物种对环境变化的适应能力越

强［２１］。由于核苷酸多样性指数考虑了各种单倍型在种群中

所占的比例，因此在衡量一个种群的多态性程度时，比单纯的

单倍型多样性指数要准确，π值高，则说明种群的遗传多样性
较高［２２］。牛翠娟等通过 Ｄ－ｌｏｏｐ序列对达氏鳇群体的遗传
多样性进行分析，结果显示，单倍型多样性指数为０．５０７，核
苷酸多样性指数为０．００２，并得出遗传多样性偏低的结论［６］。

王巍等对 ４种鲟鱼的遗传多样性分析的结果显示，施氏鲟
（π＝０．００２，Ｈｄ＝０．６０８）、小体鲟（π＝０．０１０，Ｈｄ＝０．５７２）、西
伯利亚鲟（π＝０．００５，Ｈｄ＝０．７０６）、俄罗斯鲟（π＝０．００５，
Ｈｄ＝０．３５２）４种后备亲鱼群体的遗传多样性偏低

［５］。从其他

鱼类的遗传多样性来看，香鱼群体 Ｄ－ｌｏｏｐ的 π＝０．００１９９，
Ｈｄ＝０．８１０７５，Ｃｙｔｂ的π＝０．０００２８，Ｈｄ＝０．３２３，遗传水平较
低［１８］；赤眼鳟野生群体 Ｄ－ｌｏｏｐ的 π＝０．０２８４，Ｈｄ＝０．９６３，
Ｃｙｔｂ的π＝０．０４２６，Ｈｄ＝０．９７１０，赤眼鳟群体具有较高的遗
传多样性水平［１２］。本研究基于 ｍｔＤＮＡＣｙｔｂ基因、Ｄ－ｌｏｏｐ
序列，研究达氏鳇亲鱼群体的遗传多样性，结果显示，Ｃｙｔｂ的
核苷酸多样性指数、单倍型多样性（π＝０．０００３４，Ｈｄ ＝
０３７２）和Ｄ－ｌｏｏｐ的核苷酸多样性指数、单倍型多样性指数
（π＝０．００１２７，Ｈｄ＝０．４２４）均低于以上各种鱼类的相应遗传
参数，表明本研究中的３０尾达氏鳇亲鱼群体的遗传多样性较
低。本研究结果初步反映了达氏鳇亲鱼群体的遗传背景、遗

传结构及遗传变异水平，可以采用核基因组分子标记如简单

重复序列（ＳＳＲ）、单核苷酸多态性（ＳＮＰ）等联合分析，以更全
面地展示该群体的遗传多样性，为亲鱼选育、苗种培育提供理

论依据。
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